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cWposWn de PaBc?ahi)s dSerpli^jibos e)^fdos de Andrographis paniculata, atll para el 
tratamlento de enfermedades autolnmunes sin causar efectos secundarios no deseados y 
enfennedad de Alzheimer, mediante la lnhibic!6n del factor nuclear kappa B y la activacldn del 
receptor PPAR-gamma 

(57) Resumen: (mdximo 1600 earaeteres) 

Composlci6n, caracterizada por estar constituida de moteculas identificadas como labdanos 
dlterp6nlcos que se obflenen de una espede valorable a partlr de un extracto natural 
procedente de la hierba seca de la planta Andrographis paniculata, para el tratamlento de 
enfennedades autolnmunes, en seres humanos y animates, con una baja toxicidad y 
ausencia de efectos secundarios no deseados, actuando mediante la lnhlblci6n de la 
sfntesis de dtoquinas proinflamatorias, como efecto de la aminoradbn del factor nuclear 
kappa B y activad6n del receptor PPAR gamma. Asimismo, la nueva composidon es util 
para la prevendbn y tratamlento de la enfennedad de Alzheimer. 

Esta nueva composlci6n ademds de sus caracterfstlcas terap§utlcas proplas, sblMdona los 
inconvenientes de los actuates productos y procedimientos que tienen un importante nivel de 
toxicidad y/o causan efectos colaterales no deseados. 

Tiene apllcaciones en los campos de la Inmunofamiacologfa, Farmacologfa Clfnica y 
predfnlca Humana y Veterinaria, Tecnologfa Fannac6utica, Reumatologfa. e Inmunologfa 
Clinica, Inmunoterapla, Transplante de Oiganos y tejldos y las enfennedades 
Inmunodeficlentes como por ej. SIDA. 
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MEMORIA DESCRIPTIVA 

El objeto principal de la Inmunofarmacologfa en conjunto con la 
biofarmacia. es la bOsqueda de soluciones terap6utlcas para modificar 
el curso y Ids sfntomas de las diferentes enfermedades inmunol6glcas 
En consecuencia, todo producto nuevo y su aplicacl6n o la nueva 
aplicaa6n de un producto existente, solucionan un problema actual de 
la t^cnica, tiene un uso industrial y constituye un invento. Es por esto 
que cualquier composici6n, f^rmaco que la contenga. aplicacl6n o 
aplicaci6n nueva que resuelva este objetivo y su uso Industrial, es una 
invenci6n. Si la nueva aplicacl6n Industrial es resuelta dentro de un 
marco t^cnico econ6mico y financlero. el resultado es una invencidn 
viable, cuyos beneficios, adem^s de tocar la esfera de la t6cnica y la 
economfa. es un aporte real para el bienestar y calidad de vida de los 
seres humanos. 

La bClsqueda de un tratamiento para las enfermedades autoinmunes 
ha significado un importante esfuerzo por encontrar productos y 
m6todos adecuados, toda vez que la modalidad en que actOan estas 
enfennedades hacen particulamiente diffcil abordarias con 6xito. 

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por una reacci6n 
espontSnea del Sistema Inmunologico contra el propio organismo 
Estas reacciones son causadas por el reconocimlento de los linfocitos 
T de autoantlgenos, los que desencadenan respuestas inmunes de tipo 
^^?J^^liProducc\6n de auto anticuerpos) y celular (aumento de la 
actividad citot6xica de linfocitos y macrofagos). Dentro de estas 
enfermedades se encuentran las enfermedades reumatoideas, 
psonasis, dermatomiocitis sist6mica, asma, esclerosis multiple, lupus 
entematoso. Este tipo de enfennedades son limitantes, cr6nicas y en 
algunos cases mortales y a la fecha no existe una cura para estas Por 
10 tanto, cualquier medio que sirva para remitir o aminorar el curao de 
estas enfermedades representa una solucl6n. para la salud de los 
pacientes. 

En la actualidad, el tratamiento de estas enfermedades se efectOa 
pmcipalmente en base a inmunosupresores como los glucocorticoldes 
inhibidores de calcineurina, y antl-proliferativos-antlmetabolitos. Sin 
embargo, estas teraplas farmacpl6gicas al actuar sobre distintos 
tejidos, reducen la funcldn inmune o por sus efectos citotdxicos 
conllevan la desventaja. que obligan a utilizarlas de modo permanente 
supnmiendo de manera inespedfica al sistema inmune. en general, de 
S^rfoJi* w ''"^ t^'^P'as quedan expuestos 

?os ?nSwrfnJ^®22'°"?-^ ^"^ desventaja adicional presentan 

ICS inhibidores de calcineunna y los glucocorticoides. debldo a su 
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nefrotoxicidad y actividad diabet6gena. efecto que limita su utilidad en 
diversas situaciones clfnicas (Ej. insuficiencia renaies, diabetes). 

Los CtKimos avances terapduticbs en el drea de la lnmunosupresi6n son 
los anticuerpos monoclonales contra CD3, anticuerpos monoclonales 
contra el receptor IL-2 y anticuerpo monoclonal contra TNFa. A pesar 
de tener efectos inmunosupresores notorios, se describen con estos 
tratamlentos reacciones de anafllaxia. infecciones oportunistas 
(Tuberculosis) y neoplasias, fiebre, urticaria, hipotensidn. disnea, lo 
que igualmente significa un serio inconveniente en la aplicaci6n de 
esas composiciones y sus productos farmacdutlcos. En aplicaciones 
inyectables se lian observado pmrito, hinciiaz6n, dolor en 1 de cada 3 
pacientes. 

La composicidn respecto de la cual se solicita este privllegio industrial, 
es capaz de disminuir la respuesta autoinmune. que caracteriza estas 
enfermedades, aliviando los sfntomas y el curso de la enfermedad 
respectiva. pero conservando la tolerancia Inmunltaria" y en algunos 
cases, induciSndola. 

En otras palabras, la composicidn que se describe, se caracteriza 
esenclalmente per cuanto la tolerancia inmunltaria que genera, 
corresponde al estado active de falta de reaccl6n espectfica a un 
antigeno, sin provocar, con ello, los perjuicios de los actuales 
medicamentos Inmunosupresores. 

Especfficamente, esta composicidn actOa Inhibiendo la sfntesis y 
expresidn de interfer6n gama. a trav§s de la reduccl6n de la 
transcripcl6n de NF kappa B y la 'estlmulaci6n del receptor PPAR 
gamma. 

En consecuencia, esta nueva composicidn de labdanos diterpSncios 
tiene la virtud de reducir selectivamente la sobreexpresi6n de 
citoquinas que partfcipan en la genesis de las enfermedades 
autoinmunes. 

Avances recientes han podido seritar las bases de modelos 
inmunol6glcos para el desarrollo de nuevas estratSgicas terap§uticas. 
La comprensldn clentffica de los mediadores que participan en las 
enfermedades autoinmunes, inflamatorias agudas y cr6nicas, como 
asimismo del cancer, han llevado a nuevas estrategias en la bOsqueda 
de mejores terapias. Las aproximaclones tradiclonales incluyen el uso 
de anticuerpos especfficos, antagonistas de receptores e inhibidores 
de enzimas teniendo todos un nivel importante de efectos adversos 
(por ejempio, alergias, Olceraa gastrointestinales, hemon-agias, etc.). 
Recientes hallazgos en el mecanismo regulatorio involucrado en la 
trascrlpcibn y expresldn de una serie de mediadores (por Ej. COX2T% 



iNOS. ILIbeta. TNFalpha. ICAM. etc.) ha Ilevado a un Interns creciente 
en aproximaciones terap6uticas dih'gidas al nivel de la transcripci6n 
genetica. 

Uno de los m^s importantes mediadores es el NF-kappaB que 
pertenece a una familia fntlmamente reiacionada a complejos 
dim6ncos de factores de transcripcl6n compuestos por varias 
combinaciones de familia de polipdptidos de Rel/NF-kappaB. La familia 
consiste de 5 productos de genes en mamlferos, RelA (p65) NF- 
KappaBI (p50/p105). NF-kappaB2 (p49/p100). oRel. y RelB. todos 
pudiendo fomiar h6tero o homodfmeros. Estas protefnas comparten un 
aminodcido altamente hom6logo 300 "Rel homology domain" que 
contiene los domlnios de unl6n y dlmerizaci6n de DNA. Al extremo del 
C-terminal del dominio hom6logo Rei hay una secuencia de 
translocaci6n nuclear importante en el transporte de NF-kappaB desde 
el atoplasma al nOcleo. Ademis, p65 y cRel poseen potentes dominlos 
de transactivacl6n en el C-temilnal. 

La actividad de NF-kappaB es regulada por su interaccl6n con un 
miembro de la familia de protefnas inhibidoras IkappaB. Esta 
interacci6n efectivamente bloquea la secuencia de localizaddn en las 
protefnas de NF-kappaB, previnlendo asf la migracidn del dfmero al 
nucleo. Una gran variedad de estfmulos activan NF-kappaB a trav§s de 
multiples sefiales de transducclon. Entre estas, se han descrlto 
productos de bacterlas (LPS), algunos virus (HIV-1, HTLV-1) 
citoquinas inflamatorias (TNFalpha, IL-1) y estr§s ambiental' 
Aparentemente, comOn a todos los estfmulos, es la fosforiladdn y 
subsecuente degradacl6n de IkappaB, que es fosforilado en dos 
sennas por las quinasas de IkappaB (/KK-aHa y /KK43eta). Estudios 
de mutagenicidad dirigida indican que estas fosforilaciones son criticas 
para la activaci6n subsecuente de NF-kappaB en donde una vez que 
se fbsfonia una protefna, esta se degrada por la vfa proteosoma- 
ubiquitina. Libre de IkappaB. los complejos de NF-kappaB son 
capaces de translocar al nOcleo donde se unen de una manera 
selectiva a secuenclas especfficas de genes. Incluidas en los genes 
regulados por NF-kappaB est^in las citoquinas, las mol6culas de 
adhesion cetular y las protefnas de fase aguda. 

Es bien conocido que NF-kappaB juega un rol clave en la regulacidn de 
la expresidn de una gran cantldad de mediadores pro-inflamatorios 
incluyendo las dtoquinas como IL-6 e IL-8, Las mol6culas de adhesi6n 
?^^^< ICAM y VCAIVI. y sintetasa indudble del oxido nftrico 
(iNOS) Estos mediadores juegan : un rol en el redutamiento de 
eucocitos en los sitios de la inflamaci6n y en el caso de INOS, puede 

^^l^J^^"^^"^^^ ^^y^m(io,:^ significativa de las 

enfennedades inflamatorias crdnicas e autoimmunes. 
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La Importancia de NF-kappaB en los trastornos inflamatorios esta 
sustentada por estudios de^ la inflamaci6n de las vfas a^reas, 
Incluyendo asma, en donde NF-kappaB es activado. Esta actlvacl6n 
podrfa expllcar el aumento de la produccl6n de citoquinas y la 
Infiitracl6n de leucocltos caracterfstica de estos trastornos. Ademds. se 
sabe que los esteroides Inhalados reducen la hiperrespuesta de las 
vfas a^reas y suprlmen la respuesta inflamatoria de las vfas a6reas en 
asm^ticos. TambiSn se ha encontrado que los glucocorticoldes, 
adem^s de otros efectos Inespecfflcos, Inhlben NFkappaB, lo que 
haoe pensar que los efectos terap§utlcos estarfan mediados por una 
Inhibici6n de NFkappaB. 

En inflamaclones crdnicas como artritis reumatoidea, se ha descrlto 
tambi6n un rol de NF-kappaB. Aunque NF-kappaB esta nomrjalmente 
presente como un complejo cltoplasm^tlco Inactlvo, estudios 
inmunohlstoqufmlcos recientes de sinovia de pacientes con artritis 
reumatoidea indican que NF-kappaB estd presente en el nOcleo, y 
explicarfa la gran actividad de estas cilulas. Esta distribucion podrfa 
ser el mecanismo de la produccidn aumentada de citoquinas y 
eicosanoidos caracterfstica de estos tejidos. 

El NF-kappaB/Rel y las protefnas IkappaB jugarfan tambi6n un rol 
clave en la transformaci6n neoplasica, asodado a transformaci6n 
celular in vitro e in vivo, como resultado de la sobreexpresidn, 
amplificaci6n gen^tica, y reagrupaci6n o translocaciones de genes, lo 
que esta presente en un 20-25% de ciertos tumores linfoides. 



Los primeros moduladores de NF-kB derivados de plantas medicinales 
fueron reportados hace casi una d6cada por Kopp & Ghosh (1994) 
quien identifico al salicilato de sodio y su derivado semi-sint§tico, 
asplrina (a altas dosis), como un posible modulador de este factor. 
Siguiendo este descubrimiento, un nOmero de productos naturales, de 
varias clases qufmicas han side demostrados poseer actividad 
inhibidora de NF-kB [ 

Recientemente, se ha descrito que un Importante mecanismo de la 
Inhibici6n de NFkB podrfa involucrar la activaci6n de los receptores a 
peroxisoma. 

Los receptores a peroxixomas conocidos en su expresi6n en ingles 
como "Peroxisomes Proliferator Activated Receptore" (PPARs), [en 
atenci6n ai empleo habitual del t§rmino, expresado en sus siglas en 
ingl6s en estas dreas dentfficas, se emplear^ dicha sigia para 
identificar ese receptor] han sido implicados en las enfermedades 
autoimmunes y otras enfermedades como diabetes (nieillitu^, 
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enfermedad cardiovascular y gastrointestinal, Alzheimer. Los actuates 
agentes farmacol6glcos con un efecto agonista PPAR gamma est^n 
aun en la fase experlmentaLy todos tienen considerables efectos 
secundarios no deseados o dafiinos para la salud humana, debldo a su 
mecanismo de acci6n. 

Por lo tanto, subslste el problema, no resuelto aOn, de desan-ollar 
nuevos agentes para tratar eflcazmente estos males y muy 
espedalmente, causando menos efectos t6xico8 o no deseados. 

Esta nueva composicion, al poder modular estos receptores, permite 
prevenir, tratar y lo alMar las enfermedades mencionadas 
anteriormente, sin causar daflos colaterales a los pacientes. 

Los PPARs son miembros de la super familia de los receptores 
honnonales nucleares que son factores de transcrlpcl6n que regulan la 
expresidn gen6tica. Muchos subtipos de PPARs han sido descubiertos 
estos incluyen PPARalpha, PPARbeta o NUC1, PPARgamma y 
PPARdelta. . ' 

PPARyfue originalmente caracterizado como un regulador dave de la 
diferenciacion adipocftica y del metabolismo lipfdico. La expresi6n de 
PPARy esta controlada por diferentes promotores, llevando a 3 
isoformas de PPARy. Se sabe que PPARy se encuentra tambi6n en 
otros tipos ceiulares Incluyendo fibroblastos, miocitos, celulas 
mamanas, la pulpa blanca y roja del bazo de la rata, precursores de la 
medula 6sea y macr6fagos/monocitos. Adem6s, PPARy ha sido 
encontrado en celulas espumosa^ de macrdfagos en placas 
ateroscler6ticas. Un importante rol para PPARy ha sido identificado en 
el metabolismo de la glucose al demostrarse que las tiazolidinedionas, 
drogas antidlab6tlcas, tenfan alta afinidad por los ligandos PPARy Las 
tiazolidinedionas fueron desan-olladas originalmente para el tratamtento 
de las diabetes tipo-2 sobre la base de su habilidad de bajar los niveles 
de glucose (y los niveles de colesterol circulante) en modelos de 
roedores insullna reslstentes. El descubrimlento que las 
tiazolidinedionas median su efecto terap6utico a trav6s de una 
interaccidn con PPARy estableci6 que PPARy es un regulador clave 
para la homeostasis de la glucose y Ifpidos. A pesar de ser descrito 
iniaalmente como un regulador del metabolismo de los Ifpidos y 
glucose, PPARy ha sido recientemente demostrado de tener un rol en 
la proliferacidn celular y cancer maligno. 

Ademds de las tiazolidinedionas, una varjedad de drogas anti- 
mflamatonas no esteroldales tambiSn pueden funcionar como ligandos 
PPARy aunque los Oltimos tienen afinidad relativamente baja. La 
prostaglandina Da (PGD2) productode la deshidrataci6n de PGJafueel 
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primer llgando end6geno descubierto para PPARy. El PGD2, product© 
de deshidratacl6n, 15-deoxy.A^2.i4.pQj^ (ISd-PGJz). es tambten una ^ 
sustancia natural que se une directamente a PPARy y es un potente ■ 
ligando para la activacl6n de PPARy. 

Uno de los primeros descubrimientos que asoci6 a los PPARs y 
macrdfagos fue que PPARy . estaba altamente expresado en 
macrdfagos derivados de c6lulas humanas espumosas y de leslones 
murinas ateroscler6tlcas. Posterlomiente, se ha demostrado que 
PPARy se expresa en monocitos/macrdfagos de ratones y humanos. 
Se ha demostrado que PPARy partldpa en la dlferenclaci6n y 
actlvaci6n de los monocitos y la regulaci6n de la activldades 
inflamatonas. Muchos estudios han demostrado que los llgandos 
PPARy Inhlben las respuestas inflamatonas de los macrdfagos. El 
efecto antl-lnflamatorlo de la actlvaci6n de PPARy ha sido demostrado 
en Ifneas celulares de monocitos/macr6fagos humanos y de ratones 
La activaci6n de macrdfagos nonnalmente lleva a la secrecl6n de 
rnuchos mediadores prolnflamatorios. El tratamiento con ISd-PGJz o 
tiazohdinedionas Inhibe la secreci6n de muchos de estos mediadores 
(Incluyendo gelatinasa B, IL-6, TNF-a, y IHS) y tambidn reduce la 
expresi6n de las NOS Inducible (INOS) y la transcripcl6n del gen 
atrapador del receptor A. 

La relevancia de PPARy ha sido estudiada en muchas enfermedades 
autoimmunes y modelos experimentales de Sstas. Kawahlto y col 
demostrd que el tejido sinovial expresaba PPARy en paclentes con 
artritis reumatoide. PPARy estaba altamente expresado en macrofagos 
y bajo en los fibroblastos de las sinoviales. La activaddn de PPARy per 
ISd-PGJay troglltazona Induce apoptosis in vitro en los sinoviocitos. Se 
ha sugerido que PPARy es funcionalmente relevante en las c^lulas T 
aisladas o al menos es importante en las etapas tempranas de su 
activacion. En estos estudios, se ha demostrado que estos dos 
ligandos para PPARy median la inhibici6n de la secrecldn de IL-2 de 
las c^lulas T y no Inhlben la prollferaci6n de IL-2- Induclda por estas. 

Otros estudios han investigado el rol de los ligandos PPARy en 
modelos de animates de enfemiedades autoinmunes. Su y col. mostr6 
en un modelo de rat6n de la enfermedad inflamatoria del intestine, que 
tiazohdinedionas reducfan significatlvamente la Inflamacidn col6nica 
Se ha propuesto que este efecto puede ser el resultado de un efecto 
directo sobre las c6lulas epiteliales. que expresan altos niveles de 
PPARy y que pueden producir citoquinas inflamatorias. Kawahito y col 
demostr6 que la administracidn l.p. de ligandos de PPAR. ISd-PGJa v 
troghtazona. alivian la artritis inducida por adyuvante. Nino y col 
examind el efecto de una tiazolldinedlona en encSfalomielitis atergica 

t>3 FEB 2004 ■ 
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experimental y encontrd que este tratamiento atenCia la Inflamacl6n y 
dismlnuye los sfntomas clfnicos en el modelo de la esclerosis multiple. 
Finalmente, Rellly y col., demostrd que las cSlulas renales glomerulares 
mesangliales son importahtes moduladores de la respuesta 
Inflamatoria en lupus nefrftico, secretando, cuando son activadas, 
mediadores inflamatorios incluyendb NO y productos ciclooxigenasa' 
asf perpetuando la respuesta Inflamatoria local. 

Todos estos antecedentes Indican la relevancia y utilidad de los 
agonistas PPARs para el tratamiento de enfermedades Inflamatorias o 
autoinmunes. 

El efecto de PPARy sobre NF-kB ha side tambi§n estudiado. Per 
ejempio, el ISd-PGJz que es un agonlsta de PPARy mostr6 Inhibir y 
modificar directamente la subunldad IKK2 de IKK (Rossi y col.). Esto, 
a su vez, prevlene la fosforilad6n de las protefnas IkB que luego 
Impactan estas protefnas para la conjugacl6n con ubiquitlna y su 
degradaci6n. Esto previene la actlvacl6n de NF-kB. SImllannente, 
Castrillo y col. mostr6, en macr6fagos RAW 264.7 tratados con LPS e 
IFN-a, que la Incubacion con 15d-PGJ2 result6 en una significativa 
inhlbicl6n de la actividad IKK2 y una Inhlbicl6n de la degradacl6n de 
las protefnas inhlbltorias IkBs. Esto causa una inhiblddn parciai de la 
actividad de NF-kB y una expresl6n inhibida de los genes que 
requleren activacl6n de NF-kB, como el INOS y COX- 2. 

Per lo tanto, se puede concluir que PPARy y NF-kB por su rol de 
mediadores, juegan un rol Importante en el trateimiento de las 
enfennedades autoinmunes, por lo que la industria farmacSutica estd 
buscando fSrmacos y medlcamentos selectivos para estos mediadores. 

Por otro lado, la Enfermedad de Alzheimer's (EA) se caracteriza por el 
deposito extracelular de fibrilas do B-amilolde dentro del cerebro y la 
activacldn de c^lulas microgliales asociadas a la placa de amiloide. La 
microglia actlvada subsiecuentemente secreta diversos productos 
Inflamatorios. Kitamura y col. estudio la ocurrencia de PPARy y COX-1, 
COX-2, en cerebros normales y con EA usando antlcuerpos 
especfficos encontrandose una expresidn aumentada de estas 
substancias en los cerebros con EA. Los antiinflamatorios no 
esteroidales (AINES) han demostrado ser eficaces en reducir la 
incidencia o riesgo de EA y atrasan la progresi6n de la enfermedad. 
Combs y col. demostrd que AINES, tiazolidinedlonas, y PGJa, 
(agonistas de PPARy), inhibeh la secreci6n de IS-amiloide estimulada 
por productos inflamatorios de microglia y nfionocitos. Los agonistas 
PPARy han demostrado ser capaces de; Inhibir la estimulacidn de B- 
amiloide sobre los genes lL-6 y TNF-a y la expresl6n de COX-2. 
Heneka y col demostrd que la rrtlcrolnyeccidn de LPS y IFN-a aUoin^s, 
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cerebelo de la rata induce la expresidn de INOS en las c^lulas 
cerebelares con su consecuente muerte celular. La coinyeccl6n de 
agonistas de PPARy (inctuyendp troglitazona y ISd-PGJa) reducen la 
expresi6n de INOS y la muerte celular, mlentras que la coinyecd6n de 
un inhibidor selective de la COX no tiene efecto. En general, los 
estudios sugieren que los agonistas PPARy pueden modular las 
respuestas Inflamatorias en el cerebro y que los AINES pueden ser 
Otiles en la EA como un resultado de su efecto PPARy. 

De lo precedentemente expuesto, se puede concluir que: 

Hasta ahora, no existen antecedentes sobre compuestos agonistas de 
PPAR-Y aislados de plantas medicinales. 

En la actualidad no existen composiciones con estas propiedades para 
el tratamiento de las enfemfiedades autoinmunes ya individuali^adas. 

Esta nueva composici6n, en cambio, es capaz de reducir la producddn 
de citoquinas proinflamatorias, las que se encuentran aumentadas en 
las enfermedades autoinmunes y neurodegeneratives. 

La composici6n a diferencia de las actuales es poco t6xica, y no tiene 
efectos dafllnos o no deseadc^. 

Dado el actual estado de la Ciencia, no resulta deducible por peritos en 
la materia, el empleo de esta composicidn, que en sf misma constituye 
una novedad inovativa, destinada a estos tratamientos con las 
propiedades enuncladas, ya que conservara la tolerancia inmunitaria, 
sin causar efectos adversos, como^ocurre con las sustancias que 
actualmente se emplean para su tratamiento. 

Andrographis paniculata (Nees), es una planta medicinal perteneciente 
a la familia Acantaceae originaria de Asia, native de India, Malasia, 
China y Corea. En estos paises ha sido ampllamente utilizada por los 
efectos benefidosos que posee tanto la planta fresca, seca y sus 
componentes en diferentes enfermedades, como resfrfo comOn. 
afecciones hepdticas, diabetes, etc. 

En la actual sollcitud de patente se describe una composici6n nueva 
para inhibir la activacidn del factor de transcripci6n NF-kappaB usando 
una mezcia de andrografolidos con propiedades agonistas de PPAR-7, 
extraldos de esta planta; mediante la aplicacidn el procedimiento que al 
efecto se describe. 
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Descripcidn de la composicidn de Andrografolidos 

La composici6n respecto de la cual se solicits privllegio, comprende 
una mezcia de labdanos diterpenicos obtenidos a partir de un extrac^o 
de la planta Andrographis paniculate, cuyas formulas generates son : 

C20H30O6 Andrografolido 

C2o>~i3o04 Deoxiandrografolido 

C26H4i08 Neoandrografolido 

La estructura qufmica de estos compuestos esta descrita en las figuras 



Un compuesto representativo de esta composici6n, lo constituye la 
siguiente fornfiulaci6n farmac6utica: 
Andrografolido 24,6%, 
Deoxiandrografolido 4,8% 
Neoandrografolido 0,6% 

Dicha formulaci6n admite preparer medicamentos, suministrable a 
travSs de un vehfoulo farmac^uticarnente aceptable, como por ejempio, 
en la forma de comprimidos, los-que han sido aplicados en las 
siguientes dosis: 

a) 1-5 mg andrografolido/kg por dfa 

b) 0.01-0.2 mg 14-deoxiandrografolido/kg por dfa 

c) 0.001-0.02 mg neoandrografolido/ kg por dfa. 

Sin perjuicio de otras modalidades de formulacidn y suministro, las 
descritas, contribuyen eficiente y eficazmente al tratamiento de las 
enfennedades autoinmunes ya individualizadas y al mal de Alzheimer, 
segiin se detalla en los ejemplos que siguen. 

Es asf como tanto la composici6n en sf misma, como su formulacidn 
farmac^utica. particularmente cuando se suministra en la forma de 
comprimidos y en las dosis precedentemente indicadas, tienen la 
propiedad de servir de medicarhentos para el tratamiento de las 
enfermedades autoinmunes como las siguientes: esclerosis mOltipie, 
lupus exantemStico, psoriasis, osteoartitris, dermatomicitis sist^mica, 
diabetes mellitus; y tambi6n en el tratamiento del mal de Alzheimer. 

Debido a su mecanismo de acci6n, es de utilidad tambi^n en el 
tratamiento del SIDA y de pacientes a los que se les han 
transplantados 6rganos. 

Las composiciones farmaceuticas que se pueden elaborar a partir de la 
composici6n, especialmente siguiendo la formulaci6n anotada, pueden 
corresponder a formas farmac6uticas enterales, parenterales... 
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d6rmicas, oculares, nasales, dticas, rectales, vaginales, uretrales, 
bucales, faringo-trdqueo-bronquiales. 

Metodologfa de obtenci6n^ y andilisis de la materia prima: 
Andrographis paniculate 

Inqrediente activo : Andrographis paniculate (Burm. f.) Nees, familia: 
Acantaceae. Parte usada: a^rea. 

Las hojas verdes y la parte superior del tallo. incluyendo las semillas 
son secadas al sol. Todas las materias extraflas son removidas 
manualmente y cortan a un tamaflo de 1-1,5 cm. Este material seco y 
cortado es almacenado en una a6rea ventilada. Se reallzan an^lisls de 
rutlna para evaluar su identldad: an^lisis macro y microsc6picos segCin 
Farmacopea Europea, y caracterfsHcas organol6pticas y andllsis de 
TLC (cromatograffa en capa fina) 

Metodologia de obtencidn de extracto seco de Andrographis paniculate 
La extraccidn de A. peniculete es desarrollada por una percolacl6n 
continue de la planta seca molida (parte aSrea) con soluclones 
hldroetan6licas (70% etanol/agua). 

La planta seca molida debidamente analizada a un tamano de 
partfcula con un molino de martlllo con cuchllla (0.8 cm^). El material 
molido es depositado en un peroolador de acero Inoxidable y la 
soluci6n de extraccibn se agrega a una temperature de 70° C. El 
tiempo de percolacidn es de 6 dias en dos ciclos de extraccidn 
independientes. El percolado se colecta en tanques de acero 
Inoxidable hasta que la percolaci6n es completada. El percolado es 
transferido a una unidad de evaporaci6n para ellminar el etanol y gran 
parte del ague. La evaporaci6n se desarrolla en un evaporador LUWA 
a 60-70° C y con un vacfo de^- 0.65-0.85 bar. El proceso de 
evaporacidn es realizado en 3-4 ciclos., donde el extracto se mantiene 
mezclSndose 4x 30 minutes por dfa. En el extracto espeso se realizan 
los siguientes andlisis: cenizas -HCI, perdida por secado, pH, identidad 
por TLC y HPLC, andlisis para andrografblldo, deoxiandrografolido y 
neoandrografolido. Despu^s el extracto espeso es transferidp a una 
unidad de secado. Antes del proceso de secado, el extracto es 
mezclado con una cantidad suficiente de maltodextrina usado como 
vehfculo y secado por difusidn (spray) a una temperature interna de 
175-1950 C. El extracto seco es envasado en bolsas. pidstlcas en 
tambores de fibres para su posterior andlisis. 

Metodologfa de identificacidn de labdanos diterpenicos 
A un gramo de extracto de la planta se le adicionan 20 ml de metanol, 
se agitan alrededor de 1 hora y se permite que decante el metanol a 
trav6s de un filtro. Se agita el residue con 20 ml de metanol, se filtra y 
mezcia con el primer extracto. .EstO permite; obtener una solucion de 
prueba de 40 ml. Se usan como sqluciones referenclas andrografolido, 
deoxiandrografolido y neoandrografolido disueltos en metanol. Se 
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apiica 20-30 |liL de la soluci6n de muestra a una placa de TLC (silica 
gel GF254) y se deja correr 15 cm utHlzando una mezcia de 77:15:8 
(acetate de etilo: metanol: agu.a). Posterlormente se seca la placa al 
aire y examinar en UV (254nM). La placa revelard unas pocas 
manchas oscuras estando andrografolldo a un Rf de 0.65-07; 
deoxiandrografolido Rf: 0.75-0.8 y neoandrografolldo, Rf: 0.60-0.65. 

Metodologfa HPLC de cuantificaci6n de labdanos diterp§nlcos 
Los 3 compuestos son extrafdos con acetona (4:1) y iuego anallzados 
por HPLC usando una columna RP-C18 licrospher de fase reversa 
(4x1 25mm). La fase m6vll utillzada fue 26% acetonltrilo y 0.5% de 
^icldo fosfdrico, con un flujo de 1.1 ml/min, y detectado a 228 nm segCin 
lo publicado por Burgos y cbl; 1999. Acta Hort. (ISHS) 501:83-86. 

El extract© seco de Andrographis paniculate se estandariza a un 30% 
de andrografolidos totales que contienen un porcentaje de 
andrografolldo 24,6%. deoxiandrografolido 4,8% y neoandrografolldo 
0,6% para su posterior fabricacidn de distintas fomnas famiacduticas. 

Los compuestos en se aislan siguiendo los procedimientos descritos 
por Stamia, Phytochem Anal. 3;(3). 129-131. 1992; ChakravartI; J. 
Chem. Soc. 1952, Cava y col, Tetrahedron 18, 397 1963; Kleipool, 
Nature 169, 1952, Welming y XIaotian, Planta M6dicayol 45, 245 
1982; Kapil y col, Biochem. Phanmacol, Vol. 46, 182, 1993. Matsuda y 
col, Chem. Pharm. Bull. 42(6), 1994 

La composici6n sobre la que versa esta solicltud no ha sido descrita en 
el estado actual de la ciencia y no exists ningOn antecedente del uso de 
esta para dar solucl6n a los problemas metodol6glcos descritos para 
las enfermedades autoinmunes y EA. 

EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos son ilustrativos, pero en nlngi^n caso limitan la 
invencidn: 

EJEMPLO N^l 

Obtencidn del Extracto Andrographis paniculate Nees, hierba, seca 
100, 0 mg. 

(Andrografolidos totales 30%) 
Otros ingredlentes: 

Almlddn de papa 168.8 mg 



Taico 



106,9 mg 
11,5 mg 



Gelatlna 
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Estereato de magnesio 



5,6 mg 



Shellac 



3,5 mg 



Didxido de silicio, anhidro 



2,0 mg 



Politilen glicol 
Peso del comprimido 



450,0 mg 



0,7 mg 



M^todo de sumlnistro 

Esta composicion farmac^utica puede ser dispensada como formas 
farmac^uticas enterales, parenterales, d§rmicas, oculares, nasales, 



EJEMPLO ^"2 

Una cantidad suficiente del extracto de Andrographis paniculata para la 
fabricacidn de 1000.000 de comptimldos conteniendo la concentraci6n 
de los labdanos andrografolido, deoxlandrografolido y 
neoandrografolido es comprimido en forma directa con los 
ingredientes inactivos mencionados en el ejempio N**1. 



EJEMPLO N<*3 

Diferenciacl6n celular induclda por la COMPOSICION en celulas l-iL-60 

Reactlvos : May Grunwald-Giemsa, NBT, dcido retinoico, citocalaslna B, 
penicilina, estreptomiclna, glutamina, suero fetal bovino (Sigma). RPMI 
1640 (GIBCO), suero fetal bovino de Boeiiringer Mannheim, todos los 
dicidos trans-retinoico fiieron adquiridos de Aldrich. Los otros 
compuestos fueron donados por Amsar Pvt. Ltd., India. FURA2-AM fue 
obtenido de Molecular Probes (USA). Nitro azul de tetrazolium de 
Sigma. 

Cultivo Celular. Las c6lulas HL 60 se cultivaron en un medio RPMI 
1640 suplementado con 20% de suero fetal bovino inactivado con 
temperature, 2 mM glutamina. 100 lU/ml penicilina, y 100 pg/ml 
estreptomicina a 37 «C en una atm6sfera hOmeda conteniendo 5% 
COz. Las celulas fueron seriribradas 2 yeces a la semana, 3x10^ 
c§lulas/ml. La diferenciacidn fue induclda afiadiendo 100 nM de dcldo 
trans-retinoico, solo o asociado a la COMPOSICION (17.5|jg/ml) y se 
evalud por un cambio en la morfologfa con la tlncl6n de May Grunwald- 
Giemsa y la capacidad para reducir NBT' (11). Los cultivos no 
diferenciados contenfan menos de 3% de celulas NBT positives. Los 
cultivos diferenciados fueron evaluados 5 dfas despu^s del tratamiento 
con dcido retinoico. 



6ticas, 



rectales, 



vaginales. 



Uretrales 



y 



bucales. 
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Medicidn de Calcio [Ca^% 

Granulocitos HL-60 (2 x 10^/mi) fueron cargados con 2 |jM fura-2/AM 
en un medio de 1mM Ca^* y 0.1% de suero de albQmina de bovino por 
45 min a 37 °C, y diluida a 10^ c^luias/mt y mantenidas en hielo. Antes 
de su uso, 0.5 ml de esta suspensi6n fue centrifligada y resuspendida 
en 2.4 ml del medio. La fluoresoencia de Fura-2 fue medlda en una 
cubeta con termostato (37** C) (LS55 fluorlmetro, Perkin-Elmer Corp.) a 
340 y 380nm de excltaci6n y 505nm longltud de onda de emisi6n. 



EJEMPLON'4 

Inhibici6n de la producddn de IL-2 y 
composicl6n. 



IFN-yen c^lulas T tratadas con la 



Reactivos: concanavallna A y medio RPM1 1640 de Sigma. 
Cultivos celulares 

Ratones Rod^efeller fueron sacrificados con ^ter y los ganglios 
poplfteos y el bazo fueron puestos en una placa Petri conteniendo 5 ml 
de un medio para cultivo RPMI 1640. Las celulas linfaticas fueron 
obtenidas al romper estos 6rganos en una soluci6n est^rll de RPMI 
1640, luego los linfocitos fueron re-suspendidos en 1 ml de RPM1 1640 
y cuantificados en una cdmara Neubauer. Final mente, la suspensi6n 
de los linfocitos fue ajustada a una concentraci6n de 4x10® celulas por 
ml RPMI. Los linfocitos fueron cultivados en presencia o ausencia de 
la composlc!6n. Placas de cultivo de poliestireno con 24 poclllos (2 ml 
cada uno); conteniendo 1 ml de c^Iulas y diferentes concentraciones 
de la composici6n y 1 ml del mitoqeno concanavalina A (CONA, 0 
|j,g/ml y 10 )xg/ml) fueron usadas. 

Las placas son incubadas en un homo a 37" C en una iiumedad de 
5% y CO2 por 24 h, se obtiene una muestra de 2 ml y se centrifuga 
por un minute a 3200 rpm. Luego, las c§lulas son congeladas en 
alicuotas de 0.6 y las citoquinas detectadas por ELISA. 



ELISApara IL-2elFN^ 

Reactivos: IL-2 e IFN gamma de Pliarmingen; TMB de Pierce, HzOz , 
HaSOAde Merck.. 

Para ia determinacidn de las citoquinas (iL-2 & IFN) se usa un primer 
anticuerpo que se une ai anti-antfgeno y un segundo anticuerpo que se 
conjuga a una enzima peroxidase y una solucidn Standard para la 
curva de calibracidn. Se usan placas de ELISA "de alta uni6n" de 
poliestireno con 96 pocilios. Se agrega 100 |Jl Por pocillo del primer 
anticuerpo diluido en buffer carbonate pl-l 9.5 con el objetivo de facilitar 
el pegado al podilo, se incuba durante la noche a 4*>.C para asegurar. 
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la unidn a la parte s6lida. Se elimina el contenldo del pocillo y se lava 
con 300 \iJl tween 20; 0, 05 % p/v y PBS pH 7.0 por 3 veces. Luego, a! 
pocillo se le agrega 200 \i\ de leche descremada 5% y PBS, se incuba 
por 1 hora a temperatura amblenteJ Despu^s, el contenido del pocillo 
se elimina y se lava conno se explico anteriormente. Las muestras, 100 
Ml por pocillo en duplicado y el .ahtfgeno 100 |xl para la curva de 
calibracl6n especffica de cada citoiquina se incuban por 2 horas a 
temperatura ambiente. Despu6s el cbntenldo del pocillo es eliminado y 
lavado 5 veces de acuerdo al protocolo anterior. Se agrega un segundo 
anticuerpo conjugado con la enzima peroxidasa y se diluye en una 
solucidn de PBS y SBF al 10%, y 100 |jI se sembr6 por pocillo y se 
dejo a temperatura ambiente por una hora. Se lavo 7 veces y se revel6 
con una soluci6n de TMB y H2O2. 100^ |jl por pocillo y se revela en la 
oscuridad 30 minutos despu^, la reacci6n es detenida con H2SO4 
2M; 50 \ii por pocillo. Los resultados de la reaccidn son medidos por 
ELISA con un filtro de 450 Tim (ElxSOO Universal Microplate Reader, 
BioteK). 

EJEMPLO NO 5 

Estimulaci6n del receptor de PPAR-7 por la Composici6n. 

Reactivos : DImetilsulfoxido comprado a Merck. Los otros reactivos 
comprados a PROMEGA. 

Ensavos de Transcriocidn : las c^lulas HL-60 son transfectadas con 
pCMX-hPPARyl , la expresidn del vector humano de PPARyl bajo el 
control de un promoter citomegalovirus. Las actividades de luciferasa y 
p-gaiactosidasa son determlnadas y la actividad de luciferasa 
normalizada a un standard p-galactosidasa en c^lulas HL-60. 

Plasmidos : El plasmido que expresa GAL4-DIVIA el dominio de union 
(DBD) y el dominio de uni6n del mPPARy (pGAL4DBD-mPPARY) es 
construido al inserter el dominio de uni6n de rata al ligando PPARyl 
(de aminoScidos 162-475), aislado como un fragmento de 
Scal/Ba/77HI de pGBTmPPARyl in-frame a pCMXGal4 DBD. 

r 

Las c6lulas son tratadas con DMSO o 17.5p,g/ml, y la actividad de la 
luciferasa es medida en un lumindmetro. 

EJEMPLO N« 6 

Inhibici6nde NF-kB en neutrdfiloSj por aplicaddn de la Composici6n. 

Reactivos : dimetilsulf6xido (DMSO^ide Merck; suero bovino fetial y 
medio RPMI-1640 de Gibco, USA; azul nitro de tetrazolio de Sigma. 
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pRL-TK, pGL3 y Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)- 
FugeneS de Roche; » /. 

Cultivo oelular 

Se utillza una Ifnea oelular mieiloicle HL-60 de leucemia aguda 
mielolde. Estas c6lulas se puederl diferehclar en la presencia de 
dimetllsulf6xido 1.3% (DMSO) (Sanitos-Benelt yco/., 2000). Las c6lulas 
se mantlenen en un medio RPMI-1640 suplementado oon 2 mM L- 
glutamina 10% de suero fetal bovino inactlvado por temperatura y 
antibi6tlcos y 5% CO2 y 37° C. Las c6lulas se diferencian a neutr6filos 
al incubarlos con 1.3% de DMSO por4 dfas. Las c6lulas diferenciadas 
se anallzan con nitro azul de tetrazdiio (NBT) 

Transfecci6n del vector de NFkB-pGL3 en cSlulas HL-60 y medlcidn 
de la luclferasa. 

Las c§lulas HL76O son cuKlvadas y diferenciadas a neutr6fllos por 4 
dfas como se ha descrito ampllamente. El DIA 4, las cSlulas son 
transfectadas con los vectores pGL3-NFkB y como un control Interne 
se usa el vector pRL-TK (Promega) que es un vector de expresion que 
contiene un promoter de timidina quinasa del virus herpes simplex y 
que permite la expresidn de moderados niveles de RenU/a luciferasa. 
Estos vectores son transfectados a las c4lulas por un sistema basado 
en liposomas (FugeneS, Roche). Una vez realizada la transfeccion. las 
c^lulas son mantenidas por 24 h, y estimuladas por PAF a diferentes 
tiempos en presencia y ausencia de la COMPOSICI6N. Los extractos 
celulares se mantlenen a --70*' C para la medicl6n de la actividad de 
luciferasa. La actividad de la luciferasa se mide en un lumin6metro, con 
un sistema comerclal Dual-Luciferase Reporter Assay System 
(Promega) que posee el substrate de las enzimas de la luciSrnaga 
(pGL3) y Renilla (pRL) luciferasa. 



Inmunoblotde IkBa 

Reactivos: PMSF y PAF adquiridos de Calbiochem. Tris, NaCI, NP- 
40, deexioolate, sodio dodecilsulfato, inhibidores protease, 
mercapteetanol de Merck. 

Los neutrdfilos son preincubados per 10 minutois, y luego estlmulados 
con (0.1 uM) PAF (0.1 |jM) per 60 min. Para el andlisis de las 
protefnas, las c6lulas spn llsadas (60 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCI, 
1% NP-40, 0.5% deoxicolato, 0.1% sodio dodecilsulfato, ImM Na2V04, 
ImM PMSF y 10 ng/ml de inhibidores de proteases). Las protefnas sen 
cuantificadas per el m§tode de Bradford,; semetldas a electroforesis en 
gel de pellacrilamlda en condlciones desnaturalizantes (SDS/PAGE) 
12%, y electro transferidas a una imembrana de nitrocelulesa. Las 
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membranas son incubadas con anticuerpos anti-lkBa y luego con un 
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasas y visualizado con 
quimioluminiscencia (ECL). Cpmp. i un control de la cantidad de 
protefnas en el gel, los anticuerpos son removldoe con una solucidn 
stripping (100 mM 2-mercaptoetanpl^ 2 % ,SDS, 62.5 mM TrIs-HCI, pH 
6.7) e Incubados con un anticuerpo antl-actlna. Finalmente, se realize 
un andilisis densitom^trico para cada una de las senates de cada 
anticuerpo. 



EJEMPLO N° 7 

inhibfciah de la fonrnacibn de p-amllolde en ratas medlante uso de la 
Composlci6n. 

Fonvacidn de Amiloide 

Para confirmar la fbrmacl6n de amiloide se usan 2 tunicas 
complementarias, tloflavina-T fluorescencia y Congo rojo. 
Brevemente, el ensayo de tioflavina -T se base en la emisi6n de 
fluorescencia de la tioflavina cuando se une a las fibrilas de amiloide, 
mostrando un aumento de la emisl6n de a 482 nm cuando se exita a 
450 nm. El ensayo de rojo Congo es muy especffico para cuantificar y 
determiner la cantidad de amiloide formado. 



EJEMPLO N* 8 

Descripcidn de un compuesto a partir de la Composicidn de 
Andrografolidos. 

Una composicidn representativa de la presente invencldn es una 
formulacl6n farmac^utica del tipo comprimidos, que suministra la 
siguiente mezcia de los siguientes compuestos: 

Andrografblido 24,6%, 
Deoxiandrografolido 4,8% 
Neoandrografolido 0,6% 

para su posterior fabricaddn de distintas fbrmas farmac^uficas, los que 
son aplicados en las slguientes.dp8is: 

a) 1-5 mg andrografolido/l<g por dia 

b) 0.01-0.2 mg 14-deoxyandrografo|iclo/kg por dfa 

c) 0.001-0.02 mg neoandrografolido]? kg por dfa. 
La estructura quimica de estos compuestos esta descrita en las figures 



6, 7 y 8, respectivamente. 
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EJEMPLO N» 9 

Eficacia Clfnica de una Formulaci6n Oral para el tratamiento de Lupus 
eritematoso 

Usando la mezcia de andrografolldos descritas en el ejempio 7, una 
normalizacl6n de los sfntomas del lupus ocurre 3 meses despu6s de la 
admlnlstraci6n de la composici6n. La composici6n no interfiere con los 
efectos de otras drogas antl-inflainatorias no esteroidales. 

EJEMPLO N" 10 

Eficacia CKnica de una Formulaci6n Oral para el tratamiento de 
Esclerosis jnOltipie 

Usando una mezcia de andrografolldos descritas en el ejempio 7, una 
nomnalizacidn de los sintomas de la enfermedad ocurre 3 meses 
despuSs de la administraci6n de la composicidn y no interfiere con los 
efectos de otras drogas anti-inflamatorias. 

EJEMPLO N« 11 

Eficacia Clfnica de una Formulacidn Oral para artrosis y artritis 
reumatoidea. 



Usando una mezcia de andrografolldos descritas en el ejempio 7, una 
nonnalizacion de los sintomas de la enfermedad ocurre 3 meses 
despu^ de la admlnistraci6n de la composicidn y no interfiere con los 
efectos de otras drogas anti-inflamatorias no esteroidales, glucc^linat 
crondoltina sulfate u otras drogas alntl-lnflamatorias: La composlcl6n no 
interfiere con los efectos reparadores de las articulaciones de los 
constituyentes proteoglicanos, como sucede con los agentes anti- 
Inflamatorios no esteroidales. 

EJEMPLO N" 12 ■ / 

Eficacia Clfnica de una Fonriulacidn Oral para el Tratamiento de 
Diabetes mellitus 

Usando una mezcia de andrografolldos descritas en el ejempio 7. una 
normalizaci6n de los sintomas^ deMa eniferrtiedad ocurre 2 meses 
despu§s de la administraci6n de lai jDompidsicion y no interfiere con los 
efectos benefices de otros tratamlefibs para r^dudr la glicemla. 
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EJEMPLO N» 13 

Eficacia Clfnica de una Formuladdn Oral para el Tratamiento del SIDA 

Una formulaclon oral descrlta en el ejempio 7 se adminlstra a pacientes 
que manlflestan y son HIVpositivos. Un recuento normal de CD4 se 
restaura despu^s de 3 meses de tratamiento. 



EJEMPLO N» 14 

Eficacia Clfnica de una Fonnulacidn Oral para el Tratamiento de la 
Enfermedad de Alzheimer 

Se describe una formulaci6n como descrlta en el ejempio 7 que es 
admlnistrada a pacientes que han manifestado las etapas tempranas 
de la EA, como fuera diagnosticada por su medico y conflnnada por un 
neuraiogo independiente. Dos semanas antes del ensayo cllnico, los 
pacientes se van a someter a una serle de tesas psicol6glcos como el 
examen Mini Mental Status Exam (MMSE), el Alzheimer Disease 
Assessment Scale (ADAS), ei Boston Naming Test (BNT), y el Token 
Test (TT). Los tests pslcol6glcos son repetidos el dfa 0, 6 semanas y 
3 meses despu^s de inlciado el ensayo clfnico. Los tests son 
reallzados por neuropsicdiogos utillzarido el modelp del doble ciego. 

Los pacientes recibirin al azar ya sea la composicidn o un placebo al 
principle del estudlo. La composicidn y el placebo se toman 2 veces al 
dfa. Se permite el tratamiento de condiciones como diabetes, 
hipertensldn. etc. durante el estudlo. Se comparan estadfstlcamente los 
resultados de la composicidn y placebo para todos los perfodos del 
estudio. Los pacientes con el placebo muestian un signlficativo 
deterioro cognitive. Los pacientes tratados con la composici6n mejoran 
considerablemente los puntajes en los tests. . 
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■VJMEKTOS 



PLIEGO DE I^ElVltlblCACIONES 

• • *** , 

Composicl6n CARACTERIZADi^^. porque cotnprende una fnezcia 
de labdanos diterpinicoid obtj^iiiidds a partir de un extracto de la 
planta Andrographis pan/cii/affilI¥uyas.f6rTtiu generates son: 

C20H30O5 Androg^iiFbfiiilif' : 

C20H30O4 Deoxiaridiriifipfpflcb 

C26H41O8 Neoandr6gfli|pildo 

Una composlcidn, segOn la relvlndicaclon N°1, CARACTERIZADA 
porque est^ constltulda por andrografolldo: 

I.) f6rmula general: C20H30O6 

li.) peso molecular : 350.46 

ill.) nomenclatura molecular: 3-[2-[decahidro-6-hldroxi-5- 
(hldroximetil)-5,ha-dimetll-2-metilen-1- 
naftalenil]etilideno]dihldro-4-hIdroxl-2(3h)-furanona. 

iv.) estructura molecular: 




Una composlcidn, segOn la relvlndlcacl6n N" 1, 
CARACTERIZADA porque estd constltulda por 
deoxiandrografolido: 

I. ) f6rmula general: : C20H30O4 - 

II. ) peso molecular. 336.46 
ill.) nomenclatura molecular 
iv.) estructura molecular 



HO" 




4. Una composlcidn, segCin la reivindicacidn N' 1, 
CARACTERIZADA porquel- estd constltuida por 
neoandrografolido: ^ 

i. ) fdrmula general: C26H41O8 

ii. ) peso molecular: 

iil.) nomenclature molecular 
Iv.) estructura molecular 




5. Uso de la composicidn, segOn la reivindlcacl6n N° 1, 
CARACTERIZADA porque sirve para preparer un medicamento. 

6. Uso de la composici6n, segOn la reivlndicaci6n N** 1, 
CARACTERIZADA porque sirve para preparer un medicamento 
destinado al tratamiento de enfermedades autoinmuhes. 

7. Uso de la composicidn, segCin la reivindlcacidn 1, 
CARACTERIZADA porque en particular, sirve para preparar un 
medicamento destinado al tratamiento de la artritis reumatoidea. 

8. Uso de la composicl6n, segOn la reivlndlcaci6n N<* 1, 
CARACTERIZADA porque en particular, sirve para preparar un 
medicamento destinado al tratamiento de lupus exantemdtico. 

9. Uso de la composicidn, segOn la reivindlcacidn N** 1, 

CARACTERIZADA porque en particular, sirve para preparar un 
medicamento destinado al tratamiento de esclerosls mCiitiple. 

10. Uso de la composicidn, segpn la reivindicacidn N<* 1, 
CARACTERIZADA porque sirve para preparar un medicamento 
destinado a la prevencidn y . tratamiento de enfermedad de 
Alzheimer. - 

11. Uso de la composicidn, .segOn. la relvindicacldn N" 1, 
CARACTERIZADA porque en bjarticular, sirve para preparar un 

medicamento destinado al trataHilento del asma. 

• •' ■ . . • \ 

•. ...•..'■•-iji . • 'l ' ■ 

12. Uso de la composicidn;. j.siegCin la . reivindicacidn N" 1, 
CARACTERIZADA porque en particular, Sirve para preparar. un 
medicamento destinado al tratamiento de la psoriasis. L jtb W'^*^ 
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13. Uso de la composlcl6n, segQn la rejvindlcacl6n N" 1, 
CARACTERIZADA porque^eri pfartlcular, sirve para preparer uri 
medicamento destlnado al tiratarfilento de dermatomiocitis 
slst6mica. 

14. Uso de la composici6n, segCin la relvlndlcacl6n N** 1, 
CARACTERIZADA porque en partiCMlar, sirve para preparar un 
medicamento destinado al tratdmlento de Id osteoartritis. 

15. Uso de la composici6n, segQn la reivindicacl6n N« 1, 
CARACTERIZADA por que sirve para preparar un medicamento 
destinado a! tratamlento del sfndrome de inmunodeficiencia 
adquirida (SiDA). 

16. Uso de la composicidn, segCin la reivindicaci6n 1, 
CARACTERIZADA por que sirve para preparar un medicamento 
destinado al tratamlento de la diabetes mellitus. 

17. Uso de la composicion, segCin la reivindicacibn N' 1, 
CARACTERIZADA por que sirve para preparar un medicamento 
destinado al tratamlento del reciiazo en pacientes con transpiantes 
de tejidos y drganos. 

18. Composidones farmac6utlcas, CARACTERIZADAS porque 
incluyen los compuestos de la reivindicacidn N" 1 y un vehfculo 
farmac^uticamente aceptabie, aportando las siguientes molecules 
en las proporciones que se indican: 

a) androgirafolldo 24,6% 

b) deoxiandrografolido 4,8% 

c) neoandrognafolido 0,6% 

19. Composicidn, segOn las relvindlcacl6n N° 18, CARACTERIZADA 
por una formulacidn farmac6utica del tipo .comprimidos. 

20. Composici6n, segCin las reivindicacj6n N" 19, CARACTERIZADA 
por que se suministra por via oral aportando las siguientes dosis 
de las siguientes mol6culas: 

a) 1 - 5 mg andrografolido/kg por dfa. 

b) 0.02-0.5 mg 14-deoxiandrografolldo/kg por dfa 

c) 0.001-0.02 mg nepandrografolido/ kg por dia. 

21. Uso de la composici6n, segCiriJas reivlndicaciones N* 19 y N» 20, 
CARACTERIZADA porque sir/e para («l tratamlento de /J^s 
enfermedadesautoinmune's. : ' " ' 

■ • . • • ..^fBW 
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22. Uso de la composicldn, segOn las reivindicaclones N** 19 y 20, 
CARACTERIZADA porque sirv^' para el tratamiento de la artritis 
reumatoidea. 

23. Uso de la composicidn, segOn las reivindicaclones N" 19 y N® 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamiento de lupus 
exantem^tico. 

24. Uso de la composicidn, segOn las reivlndicaciones N*» 19 y N® 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamiento de la 
esclerosis mOltiple. 

25. Uso de la composici6n, segCin las reivlndicaciones N" 19 y N* 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para la prevenci6n y tratamiento 
de enfermedad de Alzheimer. 

26. Uso de la composici6n, segdn las reivindicaclones N" 19 y N* 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamiento del asma. 

27. Uso de la composici6n, segCin las reivindicaclones 19 y N» 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamiento de la psoriasis. 

28. Uso de la composicidn, segOn las reivindicaclones N° 19 y N*» 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamiento de 
dermatomiocitis sist^mlca. 

i 

29. Uso de la composicidn, segCin las reivlndicaciones N° 19 y 20, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamiento de la 
osteoartritls. . >- 

30. Uso de la composicidn, segCin las , reivindicaclones N° 19 y N"» 20, 
CARACTERIZADA por que sirve para el tratamiento del sindrome 
de inmunodeficlencia adquirida (SIDA). 

31. Uso de la composicldn, segCin las reivindicaclones N** 19 y N" 20, 
CARACTERIZADA por que sirve para el tratamiento de la diabetes 
mellitus. 

32. Uso de la composicidn, segCin las reivindicaclones N° 19 y N° 20, 
CARACTERIZADA por que sirve para el tratamiento del rechazo 
en pacientes con transplantes de tejidos y drganos. 

33. Composlciones farmaceuticas, , segCin la relvindicacidn N" 18 
CARACTERIZADAS porque pueden qorresponder a formas 

. farmacduticas enterales, parenterales- dermicas, oculares, 
nasales, dtlcas, rectales, vaginales, uretrales, bucales, faringo- 
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triqueo-bronqulales, aportando las siguientes molSculas en las 
proporclones que se Indlcan: 

a) andrografolido ^ . 24,6% 

b) deoxiandrografolido 4,8% 

c) neoandrografblido 0,6% 



34. Composlciones farmac6uticas, segdn la reivlndicacidn N° 33 
CARACTERIZADAS por que se suminlstran por las vfas 
correspondientes, en las siguientes dosis: 

a) 1- 5 mg andrografolldo/kg por dfa. 

b) 0.02-0.5 mg 14-deoxiandrografoljdo/kg por dfa 

c) 0.001-0.02 mg neoandrografolido/ kg por dfa. 

35. Uso de la composici6n, segCin las reivlndicaciones N® 33 y N" 34, 
CARACTERI2ADA porque slrve para el tratamlento de las 
enfermedades autoinmunes. 

36. Uso de la composlci6n, segCin las reivlndicaciones N" 33 y N" 34, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamlento de la artritis 
reumatoldea. 

37. Uso de la composici6n, segCin las reivindicaciones N** 33 y H" 34, 
CARACTERIZADA porque sIrve para el tratamlento de lupus 
exantemdtico. 

38. Uso de la composici6n, segOn las reivindicaciones N" 33 y 34, 
CARACTERIZADA porque sIrve para el tratamlento de la 
esclerosis mOltiple. .ii., 

39. Uso de la composici6n, segCin. lajs reivindicaciones N« 33 y N** 34, 
CARACTERIZADA porque sirvd para la prevencl6n y tratamlento 
deenfemiedadde Alzheimer. ! 

40. Uso de la composicion, segCin Iqs reivindicaciones N» 33 y N° 34, 
CARACTERIZADA porque slrvs para el tratamlento del asma. 

41. Uso de la composicidn, segCin las reivindicaciones N® 33 y 34, 
CARACTERIZADA porque sirve para 61 trataniiento de la psoriasis. 

42. Uso de la composicl6n, segCin la^ reivlndicaciones N" 33 y 34, 
CARACTERIZADA porque sirve paria el tratamlento de 
dermatomiocitis sist6mlca. 

43. Uso de la composlcldn, segOnJgs reivlndicaciones N® 33 y N*',34, 
CARACTERIZADA porque sirve para el tratamlento de•: la,oK' C^ 
osteoartritls. "'*^^;'\ 
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44. Uso de la composicl6n, segOn Jas relvindicaciones N" 33 y N* 34, 
CARACTERIZADA por que^slrv^ paria el tratamlento del sfndrome 
de Inmunodeficlencia adqulrida (SIDA). 

45. Uso de la composici6n, segOn las reivindicaclones 33 y N® 34, 
CARACTERIZADA por que sirve para el tratamlento de la diabetes 
meliltus. 

46. Uso de la composlci6n, segOn las reivindicaclones N® 33 y 34, 
CARACTERIZADA por que sirvis para ei tratamlento del rechazo 
en pacientes con transplantes de tejidos y 6rganos. 
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FiGURA 6 

Estructura qufmica del andrografolldo: 
f6rmula general: C20H30O5 „ 
peso molecular : 350.46 

nomenclatura molecular: 3-[2-[decahldro-6-hlclroxl-5-(hldroximetll)- 

5,ha-dimetil-2-metilen-1-naftalenll]etilideno]dihidro-4-hldroxi-2(3h)- 
furanona. 

iv. estructura molecular 



HO' 




CH2OH 



FIGURA 7 

Estructura qufmica del deoxiandrografolido: 
I.) f6rmula general: : C2oH^04 
ii.) peso molecular: 336.46 
lil.) estructura molecular: 




FIQURA 8 

Estructura qufmica del neoandrografolldo: 

i. ) fdrmula general: C2S3H41O8 

ii. ) peso molecular 326.4 
ill.) estructura molecular 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

FIG. 1 es un grSfico que muestjra la movlllzacidn Calcio inducida 
por PAF medida por la raz6n 34Oif3t0 nm utillzahdd c§lulas HL-BO, 
marcadas con el ihdicador FURA2-/^i\i1. Las c6lulas fueron 
diferenciadas con 6cldo retlnoico solo, o en presencia de la 
COMPOSICI6N (3.5 ng/ml), como se describe en los ejemplos 1-2. 

FIG. 2 es un grifico de barras que muestra la actividad relatlva de 
luciferasa de c6lulas HL-60 transfectadas con un vector que contiene el 
promoter de PPARy y el 6fecto de la COMPOSICION. 

FIG. 3 es un grifico de ban-as que muestra la Inhlblcl6n de la 
concentracl6n de IL-2 y INF-gamma en c^lulas T actlvadas con 
concanavalina COMA por la COMPOSICION. 

FIG. 4 Muestra la Inhlblcl6n de la degradacl6n de IkBa por la 
composlci6n como a su vez un grifico de ban-as que muestra el 
porcentaje de Inhlblci6n de la COMPOSIClbN sobre la actividad 
relative de luciferasa de c6lulas HL-SO transfectadas con un vector que 
contiene el promoter de NFk B. 

FIG. 5 es una microfotograffa que muestra la Inhlbici6n de la formaci6n 
de beta amilolde in vitro por la COMPOSICION usando la tlnci6n de 
tioflavina. 

FIG. 6 Conslste en la descripci6n estructura qufmica del Androgafolido. 

FIG. 7 Consiste en la descripcl6n estructura qulmlca del 
Dexoandrogafolldo. ^ 

r.'^'A ? ^°"siste en la descripcl6n estructura qufmica del 
NeoAndrogafolido. 
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